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(g) Procede de preparation d'une composition pharmaceutique contenant des sels de peptides. 

(57) On prepare une composition pharmaceutique se pre- 

sentant sous forme de microparticutes ou d'implant 
comprenant un polymere biodegradable choisi parmi le 
poly-1,4-butylene-succinate, le poly-2,3-butylene-succinate, 
le poly-1 ,4-butylene-fumarate et le poly-2.3-butylenesucci- 
nate, incorporant a titre de substance active un pamoate, 
tannate, stearate ou palmitate d'un peptide naturel ou syn- 
thetique comprenant de 3 a 45 acides amines, tel que le 
LH-RH, la somatostatine. le GH-RH ou la calcitonine ou de 
i'un de ieurs analogues ou homologues synthetiques. 

La preparation comprend le melange a sec des ingre- 
dients, sous forme pulverutente, la precompression et le 
prechauffage du melange suivis cfune extrusion du melan- 
ge precomprime et prechauffe. Le produit resultant de Pex- 
trusion peut etre ensuite pulverise et finalement tamise. 
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Description 

(.'invention a pour objet un procede de preparation d'une composition pharmaceutique se presentant 
sous forme de microparticules ou d'implant, la composition ainsi obtenue et son utilisation. 

L'invention a plus precisement pour objet un procede de preparation d'une composition pharmaceuti- 
que destinee a la liberation proiongee et controlee de substance medicamenteuse comprenant un copo- 
lymere biodegradable de type polyester tel que polysuccinate ou polyfumarate, incorporant a titre de 
substance active un pamoate, tannate, stearate ou palmitate d'un peptide naturel ou synthetique, plus 
particulierement un peptide comprenant de 3 a 45 acides amines. 

Diverses solutions ont ete proposees a ce jour pour la preparation de compositions a liberation pro- 
iongee et controlee de substances medicamenteuses, mettant en oeuvre la fabrication d'implants biode- 
gradables, la microencapsulation ou la preparation de matrices poreuses biodegradables se presentant, 
par exempie, sous forme de microparticules de dimensions diverses. On peut citer a ce propos EP-A 
0 052 510 pour la microencapsulation et EP-A 0 058 481 ou US-A 3 976 071 pour la preparation d'im- 
plants ou de matrices poreuses biodegradables a base de poiylactide ou co-polylactide-glycolide pour 
I'essentiel, ou encore DE-A 3 835 099.8 concernant des polyesters tels que poly-1 ,4-butylene succinate 
ou fumarate, po1y-2,3-butyiene succinate ou fumarate par exempie. Ces techniques font toutes appel a 
la dissolution prealable dans un solvant organique, du polymere ou copolymere biodegradable utilise 
comme support, le cas echeant a la dissolution de !a substance medicamenteuse elle-meme. Si, dans 
de tels cas, la dispersion de la substance active au sein de la masse de polymere biodegradable est 
satisfaisante, on rencontre toujours le probleme des traces de soivant residue! qui peuvent compromet- 
tre ('utilisation de telies compositions a titre therapeutique. Le choix de solvants peu toxiques ou I'eiimi- 
nation poussee de traces de solvant peut etre parfois complexe et couteux, et peut entrainer une bais- 
se de purete inacceptable du produit. 

II a ete egalement propose le melange a sec, c'est a dire sans soivant, d'une substance proteique 
(Bovine Serum Albumine) et d'un copolymere biodegradable d'acide tacttque et glycolique sous forme 
pulverulente, suivi de la compression a la temperature de fusion du melange obtenu (J. D. Gresser et 
al., Biopolymeric Controlled Release System Vol. It, p. 136). Cette technique ne s'est pas averee satis- 
faisante, notamment quant a I'homogeneite de la distribution de la substance proteique (BSA) au sein 
de la masse et, par voie de consequence, la regularity du relargage de la substance active. 

Centre toute attente, il a ete trouve que I'on pouvait parvenir a surmonter ces divers obstacles en 
partant de polymeres biodegradables choisis parmi le poly-1 ,4-butylene-succinate, le po!y-2,3-butylene- 
succinate, le poly-1 ,4-butylene-fumarate et !e poiy-2,3-butylene-fumarate et de peptides naturets ou syn- 
thetiques, tels des octa-, nona- ou decapeptides, plus generalement de peptides comportant de 3 a 45 
acides amines* par la mise en ceuvre du procede de ['invention. On utilise de preference le poly-1 ,4-bu- 
tylene-succinate. 

Selon ('invention, on utilise fes peptides naturels ou synthetiques sous forme de se!s, plus precise- 
ment sous forme de pamoates, tannates, stearates ou palmitates, le pamoate etant utilise de preferen- 
ce. On peut noter a ce propos que ces sels de peptides sont insolubies dans I'eau. 

Les sels susmentionnes, tout comme les polyesters biodegradables mentionnes ci-dessus sont utili- 
ses sous forme pulverulente, en fait sous forme de microparticules de dimensions moyennes inferieures 
a 500 microns environ. De bons resultats ont ete obtenus avec des microparticlues de polymeres de 
I'ordre de 180 microns ou moins, le sel peptidique pouvant d'une granulomere encore plus reduite. Le 
melange de ces matieres s'effectue a sec dans tout appareil approprie, par exempie un moulin a bou- 
les, a la temperature ambiante (env. 25°C) voire a une temperature inferieure, par exempie 5 a 10°C. 
Les proportions des constituants pulverulents peuvent varier de fagon etendue, par exempie de 0,1 a 
15% en poids de sel paptidique, en fonction des effets therapeutiques recherches. 

Selon l'invention, une fois le melange determine dument homogeneise, celui-ci est soumis a une 
compression progressive et, simultanement, a un chauffage progressif avant d'etre extrude. Ces deux 
operations, de meme que le transport du melange vers la zone de precompression et de prechauffage 
peuvent etre avantageusement realisees a ('aide d'une vis sans fin, convenablement dimensionnee, le 
cas echeant a ('aide de deux vis sans fin agissant de fagon combinee. Le taux de compression peut 
varier en fonction de nombreux facteurs tels que la geometrie de Tappareillage ou la granulomere du 
melange pulverulent. Plus determinant a maitriser est le prechauffage et son evolution au fur et a me- 
sure de Tavancement du melange: fonction de la nature des produits a traiter (polyester, peptide) on 
s'efforce de maintenir un gradient de temperature dont le maximum est de Tordre de 90°C. La tempera- 
ture initiaie a laquelle est soumise le melange pulverulent peut etre de 25°C, soit plus soit moins selon 
les cas. 

Le melange ainsi precomprime et prechauffe est alors soumis a extrusion, a une temperature le plus 
generalement comprise entre env. 90 et 100°C, la limite superieure de cet intervafle etant dictee par la 
nature de la substance medicamenteuse (peptide) qu'il convient de ne pas deteriorer. L'extrusion peut 
s'operer a une pression variant fortement, de 50 a 500 kg/cm2, I'essentiel etant de faire jouer tempera- 
ture et pression d'extrusion avec la viscosite du produit. Pression et temperature adequates favorisent 
bien entendu la parfaite homogeneisation des ingredients, en particulier la distribution reguliere du sel 
peptidique au sein de la masse de polymere biodegradable. 
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Uextrusion proprement dite s'effectue a I'aide d'une buse de forme et dimensions standard, placee 
en fin de course de la vis sans fin mentionnee plus haut. Le refroidissement du produit extrude est ef- 
fectue a I'aide de tout moyen approprie, air ou gaz sterile refroidi ou par simple deperdition de chaleur. 
Lorsque le precede de preparation s'acheve a cette etape, on obtient une composition conforme a 
5 I'invention se presentant sous la forme d'implant. De tels implants sont tout simplement recueilhs en 
coupant un segment de longueur determinee du produit sortant de la buse d'extrusion. 
La forme dudit implant peut etre d'ailleurs dependante de ceile de la buse d'extrusion. 
Selon I'une des mises en ceuvre de ('invention, le produit d'extrusion convenablement refroidi est 
alors pulverise a basse temperature, de preference a une temperature inferieure a 0°C, voire nettement 
10 plus inferieure, -30°C par exempfe. On utilise avantageusement la pulverisation cryogenique, une tech- 
nique en soi connue. Le produit ainsi pulverise est ensuite soumis a un tri des microparticuies en fonc- 
tion de leurs dimensions moyennes, celles de dimension inferieure a 200 microns, de preference infe- 
rieure ou egale a 180 microns etant alors retenues, conformement au procede de I'invention. Ce tn des 
microparticuies peut etre, par exemple, effectue par tamisage. Les microparticuies triees et rassemblees 
15 sont alors pretes a I'emploi. . 

Conformement au procede de ('invention, les etapes decrites ci-dessus se deroulent successivement, 
sans temps mort excessif d'une phase a ('autre. L'avantage de ce procede e'est qu'il peut aussi bien se 
derouler en continu toutes les operations s'enchaTnant I'une apres I'autre, par simple transfert du melange traite. 
Selon I'invention, a titre de polymere biodegradable, on utilise de preference un polyester biodegra- 
20 dable constitue de poly-1 ,4-butylene-succinate. De tels polymeres sont aisement prepares conforme- 
ment a la litterature citee ou peuvent etre obtenus aupres du commerce specialise. 

Les sels de peptides, natureis ou synthetiques. ainsi incorpores au sein de la masse de polymere 
sont de preference des sels de peptides comprenant de 3 a 45 acides amines, plus particulierement 
des sels de LH-RH (Luteinizing Hormone - Releasing Hormone), de sornatostatine, de GH-RH (Growth 
25 Hormone - Releasing Hormone) ou de calcitonine, ou de leurs homologues ou analogues synthetiques. 
Plus particulierement, ce sont des pamoates de LH-RH, ou de sornatostatine ou de I'un de leurs ho- 
mologues ou analogues choisis parmi 
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D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-OH, 
D-Phe-Cys-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Trp-NK2, 



D-Trp-Cys-?he-D-Trp-Lys-Thr-Cys-Thr-NH2 , 
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(pyro) Glu — His— Trp-D— Ser-Ty r-D-Leu-Arg— P ro— NHR^ f 

(pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-NHRl, 

(pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 ou 

(pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-?he-Leu-Arg-?ro-Gly-NH2 

(Ri = alkyle inferieur), cette enumeration n'etant pas limitative. 

Les microparticuies obtenues conformement au procede de I'invention a partir des ingredients sus- 
mentionnes sont alors utilisees, apres une sterilisation adequate, pour la preparation de suspensions in- 
jectables. 
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Les exempies ci-apres illustrent ['invention de facon plus detaillee sans pour autant la limiter. 

Exsmple 1 

20 g de poly-1 ,4-butylene-succinate, (viscosite inherente env. 0,35 dans HFIP) sous forme de granu- 
les de I'ordre de 3 a 5 mm de diametre ont ete premierement broyes a basse temperature et tamises 
jusqu'a I'obtention de microparticules de dimension moyenne de 500 microns ou moins. 
. A cette masse pulverulente on a ajoute 0,445 g de pamoate de D-Trp 6 -LH-RH (formule du peptide): 

(pyro) Glu-His-Trr>Ser-Tyr-D-Trr>Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 , , . 

finement pulverise. Ce produit se presente sous forme de microparticules de dimension de 10 mi- 
crons environ et de structure amorphe. Le melange resultant a ete homogeneise a temperature ambian- 
te, dans un moulin. , 

Le melange homogeneise a ensuite ete place dans un appareil muni d'une vis sans fin accouplee a 
une buse d'extrusion conventionnelle. La vis sans fin peut avoir une longueur de 25 cm environ et un 
diametre de 1 ,5 cm environ. Elle comporte une premiere zone servant exclusivement au deplacement 
du melange, voisine d'une seconde zone reservee a (a compression et au prechauffage. 

Tout au long de son parcours, le melange est porte de 25 a environ 90°C, la vitesse de deplacement 
etant adaptee pour que cette phase soit de I'ordre de 5 min. environ. Uextrusion proprement dite a lieu 
a 98°C f la buse d'extrusion comportant un orifice de I'ordre de 1,0 mm de diametre. 

Les filaments ainsi obtenus sont ensuite laisses a refroidir a temperature ambiante, coupes en petites 
portions et finalement broyes a -30°C. Apres tamisage, on receuille les microparticules de dimension 
moyenne de 180 microns ou moins. 

L'anaiyse chimique effectuee sur des echantillons de produit extrude et broye confirme la parfaite ho- 
mogeneite de la dispersion de la substance active au sein de la masse de polymere. 

Les microparticules obtenues ci-dessus ont ete soumises a une sterilisation par rayons gamma et mi- 
ses ensuite en suspension dans un vehicule sterile approprie. 

Les tests in vivo (dosage du taux de testosterone sanguin chez des souches de rats males) confir- 
med la liberation reguliere de la substance active sur au moins 25 jours, ce qui se traduit par un effon- 
drement du taux de testosterone a des valeurs de castration. 

Exemole 2 

On a procede conformement a PExemple 1, pour preparer des microparticules de poly-1 ,4-butylene- 
succinate (i.v. environ 0,35) contenant, a un dosage comparable, un pamoate de fun des decapeptides 
suivants: 

(pyro) Glu-His-Trr>Ser-Tyr-D-Phe-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 
(pyro) Glu-His-Trp-D-Ser-Tyr-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NR 1 , ou 
(pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Tyr-Leu-Arg-Pro-NHR 1 
(Ri) = ethyle) 

Exemple 3 

On a procede conformement a I'Exemple 1, partant de 18 g de poly-1 ,4-butylene-succinate (i.v. envi- 
ron 0,35) et 2,85 g de pamoate d'un analogue de la somatostatine - formule du peptide: 



D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Trp-NH2 

pour obtenir des microparticules presentant la granuiometrie souhaitee. 

L'anaiyse chimique effectuee sur des echantillons de produit extrude et broye confirme la parfaite ho- 
mogeneite de la dispersion de la substance active au sein de la masse copolymere. 

Les tests in vivo, en outre, confirment la liberation controtee de la substance active (analogue de so- 
matostatine) sur une periode d'au moins 7 jours. 

Exemple 4 

On a procede comme a I'Exemple 3, pour obtenir des microparticules de poly-1 ,4-butylene-succinate 
contenant a un dosage comparable, un pamoate de Pun des octapeptides suivants: 



CH 685 285 A5 



5 



10 



D-Phe- 


-Cys- 


-Phe 


-D 


-Trp- 


•Lys 


-Thr 


-Cys 


-Thr 


-OH, 


D-Phe- 


-Cys 


-Phe- 


-D 


-Trp- 


■Lys 


-Thr 


-Cys 


-Trp 


-NH2, 


D-Trp 


-Cys 


-Phe 


-D 


-Trp- 


■Lys 


-Thr 


-Cys 


-Thr 


-NH2, 


D-Phe 


-Cys 


-Tyr 


-D- 


— Trp- 


-Lys 


-Val 


-Cys 


-Thr 


-NH2, 


AcPhe- 


-Cys 


-Phe 


-D- 


-Trp- 


-Lys 


-Thr 


-Cys 


-Thr 


-NH2/ 


AcPhe- 


-Cys 


— Tyr- 


-D- 


-Trp- 


■Lys 


-Val 


-Cys 


-Trp- 


-NH2 . 



15 

L'analyse chimique effectuee sur des echantilions de produit extrude et broye confirme la parfaite ho- 
mogeneity de la dispersion de la substance active au sein de la masse de copolymere. 

Au cours des experimentations decrites ci-dessus, il a ete observe que les filaments extrudes, une 
20 fois coupes en batonnets de longueur appropriee, pouvaient etre directement utilises comme implants, 
apres sterilisation. De tels implants assurent egalement la liberation prolongee et controlee de la subs- 
tance active. 

Revendications 

25 

1. Procede de preparation d'une composition pharmaceutique destinee a la liberation prolongee et 
controlee de substance medicamenteuse comprenant un polymere biodegradable chorsi parmi le poly- 
1 ,4-butylene-succinate, le poly-2,3-buty!ene-succinate, le poly-1 ,4-butylene-fumarate et le poly-2,3-buty- 
lene fumarate t incorporant a titre de substance active un pamoate, tannate, stearate ou palmitate d'un 

30 peptide naturel ou synthetique, caracterise en ce que 

a) on melange a sec le polymere biodegradable et la substance active choisi, presents tous deux 
sous forme de microparticules de dimension moyenne inferieure a 500 microns; 

b) on comprime progressivement et chauffe progressivement jusqu'a 90°C le melange pulverulent ob- 
tenu; et 

35 c) on soumet le melange precomprime et prechauffe a extrusion a une temperature comprise entre 
90 et 100°C, puis refroidit le produit extrude. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'on met le produit extrude sous la forme 
d'un implant. 

3. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que on pulverise ensuite a basse temperature 
40 le produit extrude, puis on selectionne et finalement on recueilie les microparticules obtenues. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la pulverisation du produit extrude est une 
pulverisation cryogenique. 

5. Procede selon la revendication 3 ou la revendication 4, caracterise en ce que la selection des mi- 
croparticules resultant de la pulverisation s'effectue par tamisage. 

45 6. Procede selon I'une des revendications 3 a 5, caracterise en ce que les microparticules de poly- 
mere biodegradable presentent une dimension moyenne inferieure ou egale a 200 microns, de prefe- 
rence inferieure ou egale a 180 microns. 

7. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que la precompression et le prechauffage du 
melange s'effectuent simultanement, a Paide d'une ou plusieurs vis sans fin. 

50 8. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que I'extrusion s'effectue a une pression com- 
prise entre 50 et 500 kg/cm2. 

9. Procede selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que la substance active est un 
pamoate, tannate, stearate ou pafmitate d'un peptide naturel ou synthetique comprenant de 3 a 45 aci- 
des amines, notamment de LH-RH, de somatostatine, de GH-RH ou de calcitonine. 

55 10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que la substance active est un pamoate de 
LH-RH, de somatostatine ou de I'un de leurs analogues ou homologues synthetiques choisis parmi 
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(pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-?ro-Gly-NH2 , 

{pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-?he-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2/ 

(pyro) Glu-His-Trp-D-Ser-Typ-D-Leu-Leu-Arg-Pro-NHR 1 , ou 

(pyro) Glu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-NHR 1 
R 1 = alkyle inferieur. 

11. Composition pharmaceutique obtenue au moyen du procede selon I'une des revendications 1 



